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ANOTACE

Prace se zaméfuje na proces asistované reprodukce, pfi kterém dochazi k manipulaci se
zéarodeCnymi buiikami nebo s embryi, véetné jejich uchovavani, a to za ucelem 1éCby
neplodnosti Zeny nebo muze. Podrobné jsou rozebrany jednotlivé faze 1écby neplodnosti
metodou in vitro fertilizace. V préci jsou zahrnuty i rizika plynouci z asistované reprodukce.

Zavér prace je vénovan budoucnosti in vitro fertilizace, véetné popisu novych technik.

KLIiCOVA SLOVA

asistovana reprodukce, in vitro fertilizace, neplodnost, vajicko, spermie, embryo

TITLE

Assisted reproduction - in vitro fertilization

ANNOTATION

The work focuses on the process of assisted reproduction, in which germ cells or embryos are
manipulated, including their storage, in order to treat infertility in women or men. The
individual phases of infertility treatment by in vitro fertilization are discussed in detail. The
work also includes the risks arising from assisted reproduction. The conclusion of the work is

devoted to the future of in vitro fertilization, including a description of new techniques.
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UvVOD

Neplodnost postihuje v Ceské republice pfiblizné 15 % parti v reprodukénim véku. O
diagnéze neplodnosti se uvazuje po jednom roce pravidelného nechranéného pohlavniho
styku, po kterém nedoSlo k otéhotnéni. Lécba neplodnosti zahrnuje celou fadu variant a
postupi, které se lisi podle potifeb konkrétniho paru. Asistovana reprodukce by méla byt az
posledni moznosti v ptipadech, kdy ostatni zplisoby feSeni selzou. Pfed zacatkem 1écby je
tteba najit pfi¢inu problému kazdého onemocnéni, tedy i pfi¢inu neplodnosti. Be¢hem
diagnostiky je tfeba absolvovat celou fadu vySetieni.

Cilem této prace je prehledné popsat jednotlivé zakroky, které jsou potfeba v pribchu
podstoupeni jednoho in vitro fertilizaéniho (IVF) cyklu. Prace je rozdélena na dil¢i tseky
predstavujici nejdalezitéjsi ¢asti pojednavané problematiky.

V préci shrnuji i nejcastéji se vyskytujici komplikace, které jsou spojené s lécbou
IVF. Pro umélé oplodnéni plati stejna rizika jako u pfirozeného téhotenstvi. Presto mize
ojedinéle dojit ke komplikacim jako u kazdého jiného zakroku. Pochopitelné je zvySena
pravdépodobnost mnohocetného té¢hotenstvi. Pti pfenosu dvou nebo vice embryi do délohy je
totiz pravdépodobné, Ze se uchyti vSechna a miZe nastat vicecetné t€¢hotenstvi.

V zavéru prace je popsana budoucnost IVF, kterd zahrnuje napiiklad techniky
umoznujici Zendm bez délohy zplodit vlastniho potomka nebo zabranit pienosu dédi¢nych
mitochondrialnich chorob. Nové techniky také zacinaji experimentovat s genetickou vybavou
clovéka. S nastrojem zndmého jako CRISPR (opakujici se motivy DNA oddélené
»hdhodnymi* kratkymi useky, zangl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) se upravi geny vzniklych embryi tak, aby pfipadné narozené déti ziskaly mutaci,

ktera by je ochranila naptiklad pied ndkazou virem HIV.
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1 HISTORIE

1.1 Vyvaoj lécby neplodnosti

V roce 1779 Lazzaro Spallanzani, italsky knéz, badatel a fyziolog experimentem
prokazal, ze spermie obsahuji jadro s cytoplazmou a jsou nezbytné k oplodnéni. Poprvé bylo
také zjisténo, ze se embryo vyviji v disledku fyzického kontaktu mezi vajickem a spermii.
Dal8im dilezitym poznatkem pfispél k vyvoji embryologie Carl Ernst Von Baera, kdy v roce
1827 poprvé objevil savei vajicka. Zatimco se uméla inseminace zvitat stala rychle rostoucim
pramyslovym odvétvim, trvalo nékolik let, nez se tato technologie zacala aplikovat na lidi.
Jedenact let po Spallanzaniho experimentu byl proveden prvni Usp&Sny pokus umélé
inseminace u zeny. Skute¢ny zacatek technologie asistované reprodukce (ART) vSak zacal
témer o stoleti pozdéji, kdy prvni zpravu o lidské umélé inseminaci zvetejnil Guttmacher
(1943). Historie prvnich pokust o in vitro fertilizaci (IVF) saha az do roku 1890, kdy profesor
Walter Heape hlasil prvni piipad transplantace embryi u kralikli na univerzit¢ Cambridge.
Koncem 19. stoleti bylo oplodnéni popséno jako fuze bunécnych jader samiciho vajicka a
sam¢i spermie, kdy nasledné vytvofend buiika se mize vyvijet az do stadia blastocysty
(Obr. 1), implantovat se a vést k téhotenstvi. O 80 let pozd¢ji Robert G. Edwards a Patrick

Steptoe provedli uspésnou IVF u ¢loveéka, coz vedlo k narozeni Louise Joy Brownové [1].

Obrazek 1 - Blastocysta je nejvyssi vyvojové stadium c¢asného embryondlniho vyvoje [2]
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1.2 Prvni dité ze zkumavky

Narozeni prvniho ,ditéte ze zkumavky* na svété, Louise Brownové, 25. Cervence
1978 v Oldhamu, v severozapadni Anglii, predstavuje vyvrcholeni dlouhodobého védeckého
vyzkumu v reproduk¢ni medicin€. Pied rokem 1978 byly, podle 1€katii, Zeny bez funkénich
vejcovodl povazovany za sterilni. Pro pfirozené oplodnéni vajicka spermii je nezbytny
alespoil jeden zdravy vejcovod. V minulosti se proto mnoho zen s poskozenymi vejcovody
uchylovalo k reparativni chirurgii nebo tuboplastice. Bohuzel zakroky nebyvaly spésné. V té
dobé bylo oplodnéni vajicek mimo lidské télo, proces znamy jako oplodnéni in vitro,
povazovano za zcela experimentalni a vedlo pouze k potrathm a neltspéSnému
mimod¢loznimu t¢hotenstvi. Lesley Brown a jeji manzel John z mésta Bristol ve Velké
Britanii nedokazali béhem deviti let jejich manzelstvi pocit dité. Lesley Brown méla nasledné
diagnostikovany nepriichodné vejcovody a podstoupila bilaterdlni salpingostomii, kterd byla
provedena bez Uspéchu. V roce 1976 byl piipad pfeddn doktorovi Patricku Christopherovi
Steptoeovi, gynekologovi v Oldhamové v§eobecné nemocnici v Manchesteru. Doktor navrhl
novou experimentalni techniku, kterd by obchazela zminénou blokadu ve vejcovodech. Bez
pouziti hormondlni stimulace vajecnikli podstoupila Lesley Brown laparoskopické ziskani
vajicek. Vajicko bylo oplodnéno mimo mateisky organismus, kdy k oplodnéni byly pouzity
spermie manZela a vzniklé embryo bylo pteneseno do délohy. T€hotenstvi u pani Brownové
se vyvijelo zcela bez komplikaci a 25. ¢ervence 1978 pfiSla na svét cisaiskym fezem Louise,
ktera vazila 2,61 kilogramu. Po této zlomové dulezité udalosti Steptoe a Edwards a nékolik
dalSich tehdejSich védct tento klinicky uspéch nejen Usp&$né opakovali, ale pokracovali v
jeho dalsim zlepSovani a zdokonalovani. O Ctyfi roky pozd¢ji se narodila stejnym zplisobem i
setra Louise, Natalie. Ob¢é zeny jsou dnes matkami, ¢imz vyvratily obavy lékatt, ze pii
snazeni o vlastni potomky, budou nutné potiebovat odbornou pomoc [3-6].

Priikopnikem umélého oplodnéni v tehdejsim Ceskoslovensku byl spolu s jeho tymem
profesor Ladislav Pilka. Byl vitbec prvni v celém vychodnim bloku, ktery se oboru asistované
reprodukce vénoval. Nastroje potfebné pro odbér vajicka si tehdy vyrabéli sami. V Ceské
republice, resp. v tehdejsi CSSR se prvnim ditétem ze zkumavky stal chlapec, ktery se narodil
v roce 1982 v brnénské porodnici na Obilnim trhu. Byl to prvni porod takto pocatého ditéte ve

sttedni a vychodni Evropé [7, §].
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2 VYBRANE METODY ASISTOVANE REPRODUKCE

2.1 Intrauterinni inseminace

Délozni kréek ptfirozen¢ omezuje pocet spermii, které vstupuji do délohy. To znamena,
ze pouze malé procento spermii v ejakulatu se skute¢né¢ dostane do vejcovodi. Nitrodélozni
neboli intrauterinni inseminace (IUI) je metoda asistované reprodukce, pfi které se spermie
zavadéji piimo do délozni dutiny zeny v dobé ovulace. Jednd se o bezbolestny a jednoduchy
zakrok, ktery se muze provadét v pfirozeném cyklu bez uzivani 1€k, nebo po hormonélni
stimulaci vajecnikli perordlnimi antiestrogeny nebo gonadotropiny. Vyhodou této metody je
ptedevsim fakt, Ze nevyzaduje odbér vajicka pro oplodnéni in vitro a s tim spojenou celkovou
anestezii [9-11].

Intrauterinni inseminace by méla byt upfednostiiovana pied invazivnimi a
nakladnéj$imi technikami asistované reprodukce. M¢la by byt nabizena jako prvni volba
1écby v piipadé¢ nevysvétlitelné neplodnosti a lehCich formach muzské neplodnosti. Je
indikovdna v piipadech cervikdlni neplodnosti, anovulace a endometridzy se zdravymi
vejcovody. Dalsim divodem indikace mize byt imunologicky faktor neplodnosti. IUI je
spravna volba, pokud Zena podstoupila operaci d€lozniho hrdla nebo ma neobvykly tvar
délozniho ¢ipku, ktery zabranuje prichodu spermii. Pii volbé vhodné terapie neplodnosti je
nutné zvazit faktory, které maji vliv na pravdépodobnost ot€hotnéni po podstoupeni IUIL. Mezi
tyto faktory patii vék Zeny (do 35 let), délka trvani neplodnosti, stimulacni protokol, etiologii
neplodnosti, pocet cykli a nacasovani inseminace [9, 12-15].

Jednotlivé kroky této metody nejsou nijak slozité. Pfi laboratornim zpracovani
ejakulatu dochéazi k jeho promyti, tzn. odstranéni prostaglandinii a reaktivnich sloucenin
kysliku (ROS). Prostaglandiny musi byt ze vzorku spermatu odstranény, protoze zpusobuji
t&7ké kieée délohy. Zeny v nékterych piipadech uZzivaji 1éky (peroralné nebo intravenézng),
které zptisobi dozravani né€kolika vajicek ve vajecnicich najednou. Pokud se k stimulaci cyklu
pouziji ordlni antiestrogeny, Zena uziva tablety po dobu 5 dnl. KdyZz se pouziji ke stimulaci
cyklu gonadotropiny, Zena obvykle dostdva injekce po dobu 7 az 10 dnd. Piesné trvani
stimulace vSak zavisi na tom, ktery den cyklu u dané Zeny je zahajen. V obou piipadech
stimulace je 1é¢ba monitorovana ultrazvukovym vysetfenim, aby se vyhodnotila ovarialni
odpovéd’. V piipade, Ze se vyvinul jeden az tfi folikuly na vhodnou velikost, obvykle s jednim
dominujicim folikulem, poda se injekce lidského choriogonadotropinu (hCG), ktery vyvola
ovulaci. Inseminace pfipravené¢ho spermatu je provedena o 24 az 36 hodin pozdéji. Do d€lohy

se zavede katétr (uzka trubice) a promyty vzorek spermatu se pomalu vstiikne. Obvykle je
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tento postup bezbolestny, ale nckteré Zeny mohou mit mirné kieCe nebo zaznamenat
kratkodobé Spinéni. Aby se vSak snizilo riziko vicendsobného téhotenstvi, nesmi byt
oplodnéni provedeno, pokud se vyvinou vice nez tii folikuly nebo jsou pozorovany dva nebo
vice zralych folikul. Pfed zvazenim alternativni terapie, jako je IVF, mohou byt provedeny
¢tyfi az Sest IUI cykli. Metoda IUI nezvySuje riziko vrozenych vad. Pravdépodobnost
vrozenych vad u vSech déti je 2 az 4 %, at’ uz jsou koncipovany ptirozen¢ nebo z IUIL. Rovnéz

riziko vzniku infekce po IUI je malé [9, 10, 12, 15].

2.2 In vitro fertilizace

Termin IVF pochézi z latiny a znamena "oplodnéni ve zkumavce". Jednd se o metodu
asistované reprodukce, kterd zahrnuje kombinovani zralého vajicka se spermii v laboratorni
misce (Obr. 2). Spermie se navaze na povrch vajicka na tzv. zona pellucida a béhem tzv.
akrozomalni reakce se postupné propracovava k membrané a splyva s vajickem, ¢imz dochazi
k oplozeni. Z dvou pohlavnich bunéck, které obsahovaly kazd4d haploidni genetickou
informaci, vzniké zygota s diploidnim po¢tem chromozomu [16, 17].

Pokud se vajicko oplodni a zacne proces ryhovani (nasobné déleni oplozeného
vajicka), premisti se vzniklé embryo do délohy Zeny, kde se implantuje do sliznice délohy a
dale se vyviji. IVF obchazi vejcovody a je obvykle volbou 1écby u Zen, které maji poSkozené
nebo chybéjici vejcovody. IVF lze provést za pouziti vlastnich vajiCek Zeny a spermii
partnera, nebo miize zahrnovat vajicka, sperma nebo embrya od znamého nebo anonymniho
darce. V nékterych piipadech mize byt zvolena varianta nahradni matky, Zena, kterd ma
"cizi" embryo implantované do délohy [18, 19].

IVF je nejucinngjsi forma asistované reprodukce. U¢innost IVF metody zavisi na
mnoha faktorech, jako je naptiklad vE€k a pfi¢ina neplodnosti. IVF je Casové naro¢na, financné
nakladna a invazivni. Pokud je do d€lohy pfeneseno vice embryi, mtize IVF vést k t€hotenstvi
s vice neZ jednim plodem (vicecetné t€hotenstvi). Proces oplodnéni in vitro se obecné dé€li na
tf1 zakladni kroky, indukci ovulace, oplodnéni vajicek a vyvoj embryi, kterd se prenasSeji do

d&lohy [19, 20].
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3 FARMAKOTERAPIE V ASISTOVANE REPRODUKCI

Uspéch IVF cyklt zavisi na schopnosti ziskat dostacujici poéet zralych vaji¢ek. Z toho
davodu hraji 1€ky kli¢ivou tlohu v ART. Dostupnost rekombinantniho folitropinu (rFSH),
lutropinu (LH), lidského choriogonadotropinu (hCG), agonisti a antagonistd hormonu
uvoliujicitho gonadotropiny (GnRH) a lutedlni suplementace progesteronem umoziuje
sestavit né€kolik stimulac¢nich protokold, které se pouzivaji k ovarialni hyperstimulaci. Pied
stimulaci vajecnikli se nékdy pouziva predbézné 1é€ba kombinovanou peroralni antikoncepcni
pilulkou, progestogenem nebo estrogenem. Zlepsuje to reakci na exogenni hormonalni terapii,
minimalizuje riziko tvorby ovaridlnich cyst a usnadiiuje planovani stimulacnich cykla [10,
22].

Stimulaéni protokoly lze rozdélit na s antagonisty GnRH (GnRH-ant) a s agonisty
GnRH (GnRH-a), protokol s GnRH-a se dale déli na kratky a dlouhy. Dilezité je pfi volbé
stimula¢niho protokolu zohlednit vék pacientky, riziko ovaridlniho hyperstimulacniho
syndromu a reakci pacientky na hormondalni stimulaci v pfedchozich cyklech, které zena
podstoupila [23].

Stimula¢ni protokol s antagonisty hormonu uvoliiujiciho gonadotropiny

Tento protokol za¢ina vlastni pfirozenou stimulaci, kterd se mize posilit aplikaci FSH.
Tésn¢ pted ovulaci se podd antagonista. Antagonista blokuje rozpoznavéani ovaridlnich
stimula¢nich signali mozkem. Protokoly s antagonisty mizeme dale rozliSovat podle toho,
zda se jejich podavani tidi velikosti folikuld, tzv. flexibilni protokol, nebo je jejich aplikace
zahdjena v pfedem urceny den, tzv. fixni protokol [24, 25].

Od druhého nebo tfetiho dne menstruace se kazdy den aplikuji gonadotropiny (Obr. 3).
Sesty nebo sedmy den menstruaéniho cyklu se pii fixnim protokolu sou¢asné aplikuji GnRH-
ant. V ptfipad¢ flexibilniho protokolu se GnRH-ant podévaji, az pokud ultrazvukové vySetieni
potvrdi velikost folikuli o priméru vétsim jak 14 mm. GnRH-ant je potfeba podavat jednou
za 24 hodin. Stimulace pokracuje do doby, kdy ultrazvukové vysetfeni potvrdi velikost
folikulti o priméru 17-18 mm. Potom se miize aplikovat hCG a naplanovat odbér vajicek
(OPU, z angl. ovum pick-up). Doba mezi podanim hCG a posledni aplikaci GnRH-ant by
neméla prekrocit 30 hodin [26].
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Obrizek 3 - Casovy harmonogram stimulaéniho protokolu s antagonisty hormonu
uvoliujiciho gonadotropiny [27]

Kratky stimula¢ni protokol s agonisty hormonu uvoliiujiciho gonadotropiny

Kratky protokol téméf odpovidd menstruacnimu cyklu Zeny a trva 4 tydny. Druhy
nebo tieti den cyklu se zahajuje stimulace vajecnikii (Obr. 4). Zacina se podavanim FSH
soucasné s GnRH-a po dobu 10-12 dni. Devaty aZ dvanacty den se ultrazvukem kontroluje
velikost folikult. Pii dosazeni pozadované velikosti folikulti (18 mm), se naplanuje aplikace
hCG. V den, kdy je aplikovan hCG se prestava zen¢ podavat FSH. Odbér folikuli pro IVF se
provadi po uplynuti doby 36 hodin po podani hCG. Idealné¢ by mély byt zapojeny oba

vajecniky. Kratky protokol se obvykle pouziva u Zen s niZsi ovarialni rezervou [25, 26, 28].
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Obrizek 4 - Casovy harmonogram kratkého stimulaéniho protokolu s agonisty hormonu
uvolnujiciho gonadotropiny [27]

Dlouhy stimula¢ni protokol s agonisty hormonu uvoliiujiciho gonadotropiny

Tento protokol (Obr. 5) ma dvé moznosti zahajeni, a to bud’ z folikularni, nebo lutealni
faze menstruacniho cyklu. Dlouhy lutealni protokol se zahajuje aplikaci GnRH-a mezi 22. -
24. dnem menstruacniho cyklu (Obr. 6). V nasledujicich 5 az 6 dnech se provadi ultrazvukové
vySetfeni k vylouceni folikularnich cyst, také se ovéiuje, zda je endometrium dostatecné

nizké. Pti potvrzeni dostatecné nizkého endometria se zahdji aplikace FSH, kdy se 8. den po
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jeho podéni provede ultrazvukové vySetfeni ovarii. Pokud ultrazvuk potvrdi velikost folikul
pod 12 mm, naplanuje se dalsi vysetfeni za dva dny. Pii potvrzeni vétSich folikulli se urci
termin pro induk¢ni davku hCG a to na dobu, kdy dominantni folikul dosahne 18 mm. Dlouhy
folikularni protokol je zahajen prvni nebo druhy den menstrua¢niho krvaceni (Obr. 7), a to
podanim GnRH-a nebo sprejem do nosu Synarel. Dalsi kroky jsou stejné jako u lutealniho

protokolu [23, 25, 26].
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Obrizek 5 - Casovy harmonogram dlouhého stimulaéniho protokolu s agonisty hormonu
uvolnujiciho gonadotropiny [27]
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Obrazek 6 - Casovy harmonogram dlouhého protokolu zapo¢atého z lutealni faze [26]
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Obrazek 7 - Casovy harmonogram dlouhého protokolu zapo&atého z folikularni faze [26]
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Je dulezité zastavit cykly, pokud existuje riziko ovaridlniho hyperstimulacniho
syndromu (OHSS). Dlouhy protokol s GnRH-a nepochybné nabizi vyhodu ziskani vysSiho
poctu kvalitnich vaji¢ek, coz zvySuje pravdépodobnost téhotenstvi, ale jednou z podminek

musi byt pfiméfena rezerva vajicek [28, 29].

3.1.1 LéKky pro zvySeni poctu zralych vajicek stimulaci ristu folikula

Princip pasobeni vSech medikamentt, které se pouzivaji k stimulaci rastu folikuld je
zvysit jejich mnozstvi plisobenim FSH [25].

Antiestrogeny (klomifen, tamoxifen) jsou derivaty stilbenu. Kompetitivné se vazi na
receptory estrogent v hypotalamu a hypofyze, aniz by mély negativni zpétnovazebny tGcinek.
Diky tomu se zvySuje hladina FSH v krvi. Antiestrogeny se podavaji zpravidla na zacatku
cyklu, vétSinou po dobu 5 dnti. Mezi vyhody této 1écby patii minimalni riziko hyperstimulace,
nizké naklady a moznost peroralniho podani. Lécba vede vétSinou k vyvoji 1-3 folikult. Pro
IVF je pocet ziskanych folikulii nedostacujici, nicméné se v asistované reprodukci pouzivaji
pfi tzv. minimalni stimulaci [25, 30].

FSH je hormon produkovany piednim lalokem hypofyzy a ftadi se mezi
gonadotropiny. Vyvolava rist folikulli ve vajecnicich a stimuluje jejich vyvoj. Spolu s LH
hraje zésadni tlohu v fizeni normélni funkce zenského reprodukéniho systému. U Zen se FSH
a LH vzajemné dopliuji pii kontrole gonadalnich funkei, indukuji ovulaci a pfispivaji k
rozvoji zlutého téliska. Produkce FSH v adenohypofyze je stimulovana GnRH z hypotalamu a
inhibovana estradiolem negativni zpétnou vazbou. GnRH stimuluje produkci FSH v
adenohypofyze, jen pokud jeho sekrece probihd v pulzech. Kontinudlné zvySena hladina
GnRH naopak produkci FSH po pocate¢nim vzestupu jeho hladiny blokuje. Lékati obvykle
voli pocateéni davku FSH podle anamnézy a klinickych kritérii, z nichz nejdilezitéjsi je
vysledek predchozich cykli IVF. Pokud nebyly provedeny zadné ptedchozi cykly, bude volba
zalozena na kritériich, jako je vék Zeny, BMI a ukazatelé ovaridlni rezervy [31-33].

Menotropin, neboli lidsky menopauzalni gonadotropin (hMG), je hormonalné¢ aktivni
1ék (smés FSH a LH v poméru 1:1), jehoZ podanim dochézi k ovulaci pfi nedostatecném
mnozstvi endogenniho LH. Indukuje rast a vyvoj folikuli ve vajecnicich a produkci
pohlavnich steroidnich hormonii. Menotropin se podavd injekéné subkutdnné nebo

intramuskularné [34, 35].
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3.1.2 Léky pro zvySeni kvality vajicek

Agonisté a antagonisté gonadotropin uvoliiujicich hormonu

Pti fizené hyperstimulaci je nezadouci, aby soucasn¢ s podavanim gonadotropinti tyto
latky vznikaly i béZnou cestou v téle Zeny. Jen velmi obtizn€ by se dalo sladit jejich spole¢né
pusobeni. Proto se ve stimulacnich protokolech pouzivaji Iéky, které ptirozené uvoliiovani
gonadotropintt v hypofyze blokuji. Nazyvaji se GnRH analoga. GnRH je dekapeptid
uvoliiovany v hypotalamu, ktery svym pusobenim pulzné stimuluje sekreci FSH a LH z
predniho laloku hypofyzy. Analogy GnRH jsou syntetické hormony vzniklé upravou
molekuly pfirozeného hormonu. V 1é¢ebnych protokolech u IVF cykli se miizeme setkat se
dvéma druhy GnRH analogli, agonisty a antagonisty. Agonisté i antagonisté jsou pii
peroralnim podani netcinni, proto se vSechny gonadotropni stimulacni 1éky aplikuji tenkou
jehlickou subkutanné [36-39].

Agonisté

Leuprolidacetat, nafarelinacetdt a goserelinacetat jsou agonisté GnRH. Na zacatku
stimulovaného cyklu zptsobi nejprve masivni vyplaveni FSH a LH z hypofyzy (tzv. fenomén
vzplanuti, ,flare-up®) a nésledné¢ naopak zcela utlumi sekreci gonadotropinii (,,down*
regulace). Agonisty je proto tieba podavat dlouhodobé¢, aby se uplatnil jejich bloka¢ni G¢inek
[36, 38, 40].

Antagonisté

Antagonisté piimo blokuji GnRH receptory v hypofyze. Nasledkem podani
antagonisti je rychly pokles hladiny LH v krvi, ke kterému dochézi tésné pred ovulaci.
Podani 1€ku tak poskytuje Cas pro rist co nejvétsiho poctu folikuld pred ovulaci. Jejich ucinek

je okamzity a vyrazné&j$i nez pii pouziti GnRH agonistt [37, 40, 41].

3.1.3 Léky k indukci ovulace

Ovulaci fyziologicky spousti tzv. ,,pik* LH neboli zvySend hladina LH. Léky pro
indukci ovulace maji za cil stimulovat uvoliiovani LH adenohypofyzou. Ovulace nastava za
38-40 hodin po piku LH nebo podani hCG [25, 42].

hCG je produkovan pouze v téhotenstvi, a to trofoblastem a pozd¢ji placentou. Prikaz
tohoto hormonu v krvi nebo mo¢i se vyuziva pfi t¢hotenském testu. Pro svou strukturalni
podobnost s LH se pouziva k tzv. ,,spusténi ovulace. K ovulaci obvykle dojde asi 36 hodin
po podani hCG. Interval mezi aktivaci hCG a ziskdvani vaji¢ek je velmi diilezity, protoze v
tomto intervalu je dosazeno tady rozhodujicich procesu, jako je zaCatek luteinizace, expanze

bun¢k kumulu a obnoveni meiosy vajicek [36, 38, 43].
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LH je produkovan adenohypofyzou. U Zeny spousti zavéreCnou ¢ast zrani vajicka a
mechanismus ovulace. Dale vyvola pifeménu uvolnéného folikulu na Zluté télisko a stimuluje
produkci progesteronu. Koncentrace LH v krvi je nejspolehlivéjsim prediktorem ovulace,
ktera je o¢ekavana za 28—-36 hodin po zacatku vzestupu koncentrace LH nebo 8—20 hodin po

odeznéni vrcholu hladin LH [26].
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4 ODBER VAJICEK A SPERMATU

4.1 Odbér vajicek

Samotny proces odbéru vajicek je povazovan za maly operacni zakrok, ktery se
provadi 34-36 hodin po aplikaci hCG .Vykon se provadi v kratkodobé narkéze. V klinické
praxi asistované reprodukce existuji rizné terminy k vyjadieni odbéru vajicek. Mezi
nejbéznéji pouzivané terminy patii transvaginalni punkce folikull, aspirace folikulii a
ziskavani vajicek [23, 44, 45].

Pied punkci folikulti by mélo byt provedeno vagindlni a cervikalni vySetieni, aby bylo
mozné zkontrolovat aktudlni stav zZeny a vyloucit naptiklad polypy nebo jiné podminky, které
by mohly narusit pldnovany postup. Transvaginalni punkce folikula (Obr. 8) se provadi ve
stejné poloze jako pti drobnych gynekologickych zakrocich. Zevni ¢asti genitalu i pochva se
ocisti fyziologickym roztokem, ktery na rozdil od desinfekénich prosttedki nema skodlivy
vliv na vajicka. Na vagindlni sondu se navlékne sterilni kondom a pfipevni se k ni vodi¢ pro
punkéni jehlu, primér pouzivané jehly pro tzv. folikulocentézu je 1,2 mm. Pfi této velikosti je
hrot jehly dobfe patrny ultrazvukem. Nasava se folikuldrni tekutina, se kterou se spolecné
odsavaji vajicka. Punkci folikulu je mozné také provadét pres kiizi na predni sténé biisni.
Piistup pochvou je vSak vyhodnéjsi kvili poloze vajecnikli, které lezi velmi blizko klenbé

posevni. V mnoha piipadech na ni i pfimo naléhaji [26, 45, 46].

adsavani folikulu

UZ sonda

Obrazek 8 - Punkce folikulii transvaginalné pod kontrolou ultrazvukem [46]
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Prvni dvé hodiny po odbéru se vajicka vkladaji do kultivaéniho boxu a inkubuji v
atmosféie 5% CO, pfi teploté 37 °C. Po uplynuti této doby embryolog hodnoti zralost vaji¢ek
a zjistuje pritomnost polového téliska. Pro metodu intracytoplazmatické injekce spermii
(ICSI) se vybiraji vajicka s prvnim pélovym téliskem, tzn. ty, které se nachazeji v metafazi II.
Zbytek vajicek je ponechdn v kultivaénim boxu 4 az 6 hodin k dozrani. Po zakroku by m¢l byt
u zeny sledovan jeji celkovy stav, bfisni tenze, krevni tlak a srdec¢ni frekvence. Z tohoto
divodu se zendm doporucuje asi 2 hodiny ziistat na lazku v centru asistované reprodukce.
V piipadé, Zze zena nemuze produkovat vlastni vajicka, lze pouzit vajicka od darkyné.
Ptiblizn¢ ve stejnou dobu, kdy se Zené odebiraji vajicka, odevzdava jeji partner Cerstvé,

masturbacné ziskané sperma [23, 45, 47].

4.2 Odbér spermatu

Vajicka mohou byt oplodnéna cerstvymi nebo zmrazenymi spermiemi. Odbér
spermatu se provadi ejakulaci do kelimku v odbérové mistnosti, v pfipadé potieby i za
pfitomnosti partnerky. Spermie se k oplozeni in vitro musi nejdiive separovat od seminalni
plazmy. Separace mize probéhnout hned né¢kolika zptisoby. Prvni a zaroven jednodusi postup
zahrnuje pouhou centrifugaci ve fyziologickém nebo Ringerové roztoku. Vyhodnéjsi metodou
k ziskani kvalitnéjSich spermii je vSak tzv. “swim-up* metoda (Obr. 9). Prvnim krokem je
odstranéni semindlni plazmy a dalSich bunék centrifugaci. Poté se spermie umisti do
kultivacniho média a vlozi do inkubatoru. Vyplavanim ziskdme populaci Zivych a dobte se
pohybujicich spermii, které lze pouzit k inseminaci nebo ke kryokonzervaci pro budouci
pouziti. Pfi zisku jednoho a vice milioni spermii/ml z 1 ml ejakulatu ,,swim-up* metodou je
pravdépodobnost, Ze se vajicka oplodni asi 70%. Pfi méné neZ jednom miliéonu spermii/ml je
to jen kolem 30 %. ,,Swim-up* metoda se postupné nahrazuje centrifugaci s hustotnim
gradientem. Vysokou biologickou bezpecnost zarucuje pouziti komercné dodavanych
roztokli. VytéZnost spermii o vysoké kvalit€¢ je vyS$i nez u metody ,,swim-up”. Po asi 6
hodinach od nasati vajicek se k nim pfidaji spermie. Pocet oplozenych vajicek zjistuje

embryolog pfiblizn¢ za 17-22 hodin od jejich odbéru [23, 48-51].
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Obrazek 9 - Znazornéni priabéhu metody ,,swim-up* [upraveno dle 51]

Nékdy jsou vyzadovany i jiné metody k ziskani spermii. Mikrochirurgickou operaci
pod optickym zvétSenim lze spermie ziskat metodou mikrochirurgického nasavani spermii
z kanalka nadvarlete (MESA), kde dozravaji, nebo metodou extrakce spermii ze vzorku tkané
varlete (TESE), kde se tvoifi (Obr. 10). Koncentrace spermii v suspenzi ziskanou
mikrochirurgickym odbérem MESA/TESE je nizka pro nasledné vySeteni a funkéni testy,
které¢ by charakterizovaly UspéSnost fertilizace. Po obou vySe zminénych metodach vzdy
nasleduje ICSI a je indikovano genetické vySetieni plodu [52-54].

Mikrochirurgické nasavani spermii z kanalki nadvarlete

Optickym mikroskopem jsou vyhleddvany dilatované kanalky nadvarlete, ze kterych
jsou punkci odsaty spermie. MESA se zahajuje piiblizné¢ 3cm dlouhym fezem na Sourku,
ktery otevira cestu do nadvarlete. Poté se jehlou odebird tekutina z kanalkt, kterd je
analyzovéana v embryologické laboratofi jesté pred skoncenim operace. Pro zvySeni vytézku
lze pouzit jemnou masazZ varlat a nadvarlete. Technika MESA zahrnuje fez do kize, proto
existuje riziko infekce a hematomu. Nasavani spermii z nadvarlete je indikovana u pacient, u
kterych je porusen transport spermii mezi nadvarletem a mo€ovou trubici [55-58].

Extrakce spermii ze vzorku tkané varlete

Vykon, pii kterém se pronikd ze skrotdlni incize k varleti, se provadi viceCetnym
nafezem ftunica albuginea k odebrani vzorkli tkané varlete pro zpracovani v laboratofi.
Varianta zahrnujici rozpolceni celého varlete je mikro-TESE, metoda spocivajici ve
vyhledavani kanalkd obsahujici spermie mikroskopem. TESE je metoda odbéru ¢asti kanalka
se zachovalou produkci muzskych pohlavnich bun€k. Spermatogeneze u pacientil s indikaci
k TESE obvykle probihd v celé tkani varlete fokalné a tyto kanalky se navenek prezentuji

svou dilataci. Odebrané kanalky jsou preparovany v mediu pod mikroskopem a je posouzen
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stav  spermatogeneze. Odebrand tkan vsobé obsahuje 1 nezrald stddia bunék
spermatogenetické linie. V piipad¢, ze se touto metodou nepovede nalézt spermie, ptistupuje
se k pouziti elongovanych a ve vyjimecnych piipadech i kulatych spermatid. Chirurgicky
ziskané spermie jsou kieh¢i nez ty ejakulované. Techniky pro zpracovani spermii by proto
mély byt Setrné, aby nedoslo k jejich poSkozeni. Pfi nenalezeni spermii témito metodami je

mozno vajicka oplodiiovat spermiemi anonymniho darce [53, 58-60].

B 1394, B pramdond

Nadvarle

Obrazek 10 - Znazornéni mista odbéru spermii pii metodé MESA a TESE [upraveno dle 52]
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5 OPLOZENI VAJICEK

Diive se hojné k oplozeni vajicek pouzivala tzv. konven¢ni kultivace, kterd ma
relativné nizkou uspéSnost. Proto v dneSni dobé dominuje ¢im dal vice pouzivani
mikromanipulac¢nich technik, mezi které patii ICSI a intracytoplazmaticka injekce

preselektované spermie (PICSI) [61].

5.1 Konven¢ni kultivace

Pti konven¢nim nebo také klasickém oplodnéni se do laboratorni misky, obsahujici specialni
oplozovaci médium, pfida urcitd koncentrace spermii s vajicky a po spole¢né inkubaci se
¢ekd, zda dojde k procesu samovolného oplozeni. K oplodnéni dochazi, kdyz jedna ze spermii
vstoupi do cytoplazmy vajicka [64]. U tohoto postupu nemtize embryolog do procesu nikterak
zasédhnout. Tato metoda ma vSak relativné nizkou uspéSnost. Lze ji pouzit jen u mladych para,
kde ma muz splnéné parametry pro normalni spermiogram, zena dostate¢ny pocet kvalitnich
vajicek a nejsou u nich predpokladané jiné faktory neplodnosti. K dosazeni vyssi ispé$nosti je

tato metoda nahrazovana metodou ICSI a PICSI [62-65].

5.2 Intracytoplazmaticka injekce spermie

ICSI spociva v piimé injekcei jedné spermie do cytoplazmy zralého vajicka Zeny (Obr.
11). Pii jednom klasickém IVF cyklu potfebujeme asi 5 miliondi spermii v 1 mililitru
spermatu. Pokud pouzijeme ICSI techniku, staci nam jich jen tolik, kolik mame k dispozici
vaji¢ek [66]. Indikace pro pouziti ICSI jsou nalez patologickych hodnot spermiogramu, tedy
nizkd koncentrace spermii a/nebo vysoky pocet abnormalnich a pomalu se pohybujicich
spermii, které maji problém proniknout samy do vajicka, oplodnéni spermiemi po chirurgické
extrakci z varlat, resp. nadvarlat (MESA/TESE), ¢i selhani spontdnniho oplodnéni v
pfedchozim cyklu 1 v pfipad€ normalniho spermiogramu [67].

Cely proces se provadi mikromanipulatorem, ktery méni nedokonaly pohyb rukou na
jemny a piesny pohyb provadény pod mikroskopickou kontrolou. Do tohoto pfistroje se
pfipevni drzici pipeta (sklenéna trubicka s konusem o priméru 0,1 mm), kterou se ptidrzuje
vajicko. Mens$i manipula¢ni pipeta (s konusem o priméru 0,01 mm) nasaje jednu spermii a
vpravi ji do vajicka. Nakonec jsou vajicka uloZena v kultivaénich destickach v inkubatoru.
Pokud dojde k oplodnéni, tak se vzniklé embryo vyviji v laboratofi po dobu 1 az 5 dni, neZ se
prenese do délohy. Uspésnost otéhotnéni touto metodou se pohybuje okolo 30 az 35 %.
Metodou ICSI se zamezi ptirozené selekci spermii, proto je diilezité, aby par podstoupil

genetické vySetfeni. S poruchou tvorby spermii jsou totiz sdruzené chromosomové vady a
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dalsi poruchy, jako je cysticka fibréza. Dalsi rizika zahrnuji mimodélozni oplozeni, vicecetné
téhotenstvi, krvaceni pfi odbéru vajicek, hyperstimula¢ni syndrom a poodbérovou infekei [64,
66, 68].

: vajicko
spermie

|

mikropipeta

Obrazek 11 - Intracytoplazmaticka injekce spermii [68]

5.3 Introcytoplazmaticka injekce preselektované spermie

PICSI je modifikovany postup ICSI. Zatimco pii metodé ICSI se spermie vybiraji na
zakladé€ vzhledu a pohyblivosti, pii metodé PICSI se voli na zaklad¢ jejich schopnosti navazat
se k hydrogelu kyseliny hyaluronové (Obr. 12). Hyaluronan je mukopolysacharid, ktery se
prirozené¢ vyskytuje jako soucast mezibunécné hmoty obklopujici spolu s kumuldrnimi
buitkami vajicko. Hlavicka zralé spermie nese specificky receptor, ktery ji umoziuje vazat se
na hyaluronan, na rozdil od nezralé spermie, kterd neni této vazby schopna. Spermie, které
jsou schopny vazby k hyaluronanu, maji lepSi morfologii, statisticky niz§i podil
chromosomalnich anomalii a lepsi integritu DNA. Metoda PICSI je vhodna v ptfipadé Spatné
kvality embryi, teratospermie (patologické hodnoty morfologie spermii) a opakovaného

potratu [69,70].

Obrazek 12 - Zrala spermie se vaze na hyaluronan [71]
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6 KULTIVACE EMBRYI

Vybér nejlepsiho embrya a jeho pfenos do d€lohy Zeny, neboli embryotransfer je
klicovym krokem v IVF cyklech. Pred dosaZzenim tohoto bodu prochazi vybrana embrya
fadou procesii, které by mohly ohrozit jejich nasledny vyvoj a zivotaschopnost. Jednim
z nejdiskutovanéjsSich faktorti jsou dny stravené v prostiedi kultivacnich médii. Po klasické
kultivaci se zavadéji do délohy embrya ve stadiu 2 az 4 bunék, tj. po 48 hodinach od oplozeni
vajicek. Po této dob¢ ale neni jest€¢ mozné vybrat ta nejkvalitnéj$i embrya, vhodna pro transfer
a oddélit tak embrya s omezenou schopnosti se dale vyvijet. Nékdy je proto uzitecné
pokracovat v kultivaci 4-5 dni (Obr. 13), az do faze blastocysty. Od tfetiho dne po oplodnéni
se bézné mluvi o tzv. prodlouzené kultivaci. V priabéhu prodlouzené kultivace je také mozné
provést preimplantacni genetické testovani (PGT) na bunice nebo shluku bunék ziskanych z

embrya biopsii v 3. nebo 5. den jejich vyvoje po oplozeni [72-74].

Obrazek 13 - Prodlouzena kultivace trvajici pét dni [75]

6.1 Vlastni kultivace embryi

Vlastni kultivace embryi se provadi v zivnych médiich v inkubatoru pii teploté 37 °C
v atmosféte s 6 % CO,. Kultivaéni média jsou vytvotena komeréné se specifickym sloZzenim
pro jednotlivé typy reprodukénich bunék a pro rozdilnd stddia embryi. V téchto kultivacnich
médiich tvoti zéklad hydrogenuhli¢itanovy pufr, nutny pro spravny metabolizmus pohlavnich
bunck. Kratkodobé udrzeni optiméalniho pH je zajiSténo N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonovou kyselinou (HEPES). Mezi ostatni slozky kultivaéniho média patii
anorganické ionty, pedeviim ionty Na*, K, Ca®" a Mg”". Embrya nejsou schopna do tfetiho
dne kultivace metabolizovat glukozu, proto jsou soucasti kultivaéniho média jiné latky
slouzici jako energeticky zdroj (pyruvat, laktat), dale pak také L-aminokyseliny, nukleotidy,

fostatovy aniont, albumin, ristové faktory, vitaminy, koenzymy, antibiotika a dal§i pomocné
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latky. Manipulace s lidskymi reprodukénimi bunikami probihd v laminarnich boxech
s vyhfivanymi plochami, a to za dodrzovani pfisn¢ sterilnich podminek. Veskeré dalsi
metodiky probihajici mimo inkubator (napt. kontrola embryi pod mikroskopem) musi byt
provedeny ve velmi kratkém cCase, aby nedochézelo k poklesu teploty a zméné pH. Pii delSich
manipulacich, napiiklad pfi ICSI, se kultiva¢ni médium ptekryva vrstvou mineralniho oleje,

ktery napomaha udrzet teplotu a pH médii mimo inkubdtor [76].

6.2 Selekce embryi pro embryotransfer

Vybér embryi s nejvy$Sim vyvojovym potencidlem je zalozen na zdkladé
subjektivniho posouzeni urCitych morfologickych znakti charakteristickych pro jednotliva
stadia vyvoje. Soucasné hodnoceni embryi je plné¢ zavislé na zkuSenostech embryologa, ktery
mikroskopicky v pfedem uréenych ¢asovych usecich vysetfuje jednotlivd embrya. Hodnocen
byva stupenl fragmentace, pritomnost, pocet a velikost jader, pocet a symetri¢nost blastomer u
kazdého embrya [76, 77].

K maximalné efektivni selekci vhodnych embryi k transferu se pouziva moderni
metoda semikontinualniho monitorovani embryi, tzv. ,time lapse embryo monitoring®.
Kamera umisténa v inkubatoru sniméa embrya kazdych asi 15 minut. Obrazovy material (Obr.
14) je pfenaSen do pocitace, kde je zobrazovan jako film a nésledné vyhodnocovan. Z
obrazového materidlu I1ze urcit Casové intervaly déleni bun¢k, pravidelnost déleni ¢i ptipadné
abnormality déleni. Hlavni vyhodou monitorovani embryi s Casovym odstupem je nepretrzité
a neinvazivni pozorovani embryi, aniZz by bylo nutné¢ embryo odebrat z optimalnich
kultivaénich podminek [76, 78-80].

Vyvoj Casného embrya je zcela specificky, ovlivnény dozravanim vajicka pred a
behem jeho oplodnéni. V pribéhu 1. mitézy se formuji prvojadra od matky a otce a dochazi k
jejich syngamii (fuze samcich a samicich gamet za vzniku zygoty). U Casného embrya do
stddia 8 bunck neprobiha vlastni transkripce a embryo vyuziva zdroje pouze z cytoplazmy
vajicka. Transkripce je zahdjena az po 3. mitdéze, kdy dochazi k aktivaci embryonalniho
genomu. Tomu odpovidaji 1 délky interfazi mezi mitézami. Nejdelsi interfaze (az 24 h) je po
4. mitoze, kdy probihd transkripce genl a syntéza embryondlnich proteini. K vybéru toho
nejvhodnéjsiho embrya/i k transferu do delohy je klicovym kritériem dodrzeni intervalli mezi
délenimi (délky interfazi) a synchronizace mit6z (pravidelnost déleni buné€k). Zbyvajici

kvalitni embrya jsou zamrazena pro budouci pouziti [ 76, 81].
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Obrazek 14 - Vyvoj embrya detekovany ,.time-lapse* technologii [82]
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7 GENETICKE VYSETRENI EMBRYA

Preimplantacni genetické testovani predstavuje soubor molekuldrné-biologickych
metod umoziujicich popsat geneticky stav embrya pied jeho implantaci do délohy zeny. Pro
rozliSeni konkrétnich typt testovani embryi se PGT d¢li na tfi podtypy oznaCované jako
preimplantacni genetické testovani aneuploidii (PGT-A), preimplantacni genetické testovani
monogennich onemocnéni (PGT-M) a preimplanta¢ni genetické testovani strukturnich

chromosomovych vad (PGT-SR) [83, 84].

7.1 Preimplantacni genetické testovani aneuploidii

Nespravné mnozstvi chromosomtl u transferovaného embrya mize byt jeden z divodi
jeho nezdafené implantace (zahnizdéni). Takovy stav, kdy se v bunikdch vyskytuje abnormalni
pocet chromosomd, at’ uz vyssi nebo nizsi pocet, se nazyva aneuploidie. Aneuploidie se mize
vyskytnout v jakémkoli embryu, pravdépodobnost se vSak zvySuje s vyssim vékem matky.
V nékterych piipadech se aneuploidni embrya mohou vyvijet az do porodu ditéte (napf.
Downliv syndrom). VétSina aneuploidnich embryi se vSak v déloze neimplantuje nebo je
té¢hotenstvi béhem prvniho trimestru ukon¢eno spontannim potratem [85-87].

Preimplantacni genetické testovani aneuploidii, dfive preimplantacni geneticky
screening (PGS) je metoda vySetfujici chromosomadlni abnormality embrya pied jeho
transferem do délohy. Embrya bez chromosomadlnich abnormalit pak maji nejvyssi Sanci na
usp&Snou implantaci v déloze a vedou k narozeni zdravého ditéte. PGT-A je vhodny pro
jakykoli par podstupujici 1é€bu IVF, ptevazné je doporucovéano v ptipadech jako jsou vyssi
vek zeny (>35 let), opakované potraty, opakované netispésné embryotransfery v predchozich
IVF cyklech, potrat nebo porod plodu s vyvojovou vadou (chromosomalni abnormalitou),
andrologicky faktor (t€Zké poruchy tvorby spermii), prod€land chemo/radioterapie u jednoho
z rodicl, pouziti spermii po TESE, MESA a genetické vady vazané na pohlavi potomka [85,
86, 88].

PGT-A se provadi metodou sekvenovani nové generace (NGS). V praxi (Obr. 15) se
3., 5. nebo 6. den vyvoje embrya provede biopsie nékolika bunék (Obr. 16). Vysetfovany
material zahrnuje bunkky embrya (blastomery), trofektoderm a polocyty, tj. polarni téliska
vajicka. Timto procesem ziskame geneticky material embrya, z néhoz Ize urcit genetickou
vybavu budouciho ditéte. Buiikky vzaty z embrya jsou nediferencované, jejich odbér tedy
nevede k poskozeni plodu. V ptipade, ze jsou vysetfovany buiiky embrya se stafim 3 dny, je

embryotransfer proveden za dva dny, tj. ve stafi embrya 5 dni). Pokud jsou vySetfovany
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buiiky pétidenniho embrya, je takové embryo vitrifikovano, tzn. rychle a Setrné zmrazeno a k
transferu dochazi az v pribéhu dalsitho cyklu. Vyhodou této metody je, ze umoziuje

rozmrazend embrya implantovat do dé€lohy, ktera se nachazi ve stavu ,,nejvyssi pfipravenosti®

k implantaci embrya [85].
IVF s NGS
Q fox

{ ' —

Tarapis g \ ﬁ

IVF=|CS1 ,ﬁ@ E@ | .l Hisledne
) Y f konzultace

> s = ™ L] -
Fartilizace Blopsie wysledy  Kryoambryotransfer  Téhotensky
itk By s HGS tagt J - |

(@)
B

Kryaembryotransler

R s BT PTE
s TP IR EEpT Sl

Obrizek 15 - Casova osa metody in vitro fertilizace s metodou sekvenovani nové generace
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Obrazek 16 - Biopsie embrya [upraveno dle 90]

Pro kazdé embryo miizeme ziskat jeden z nasledujicich vysledki:

e euploidni embryo — byl nalezen normalni poc¢et chromosomt a embryo je doporu¢eno

k embryotransferu;

e aneuploidni embryo — embryo ma abnormalni poc¢et chromosomi. U tohoto ptipadu

neni embryo doporuceno k embryotransferu;
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e embryo s mozaikou chromosomu - nékteré odebrané buniky maji abnormalni pocet
chromosomi, jin¢ bunky maji normalni pocet chromosomii. V takovém piipad¢ neni
mozné s jistotou posoudit chromosomalni vybavu vySetfovaného embrya a doporucuje
se genetickd konzultace k vysvétleni vSech moznych aspektli v pfipadé transferu

embrya s mozaikou [86].

7.2 Preimplantacni genetické testovani monogennich onemocnéni

PGT-M, diive preimplantacni geneticka diagnostika, je cilend diagndza urCend pro
pary, u nichz je prokazano riziko prenosu zavazné genetické choroby, kterda je podminéna
poruchou jednoho genu. Toto vysetieni se vzdy provadi pouze na zaklad¢ indikace klinického
genetika po peclivém vyhodnoceni rodinné anamnézy. K nejcastéjSim vzacnym onemocnénim
patii cystickd fibréza, spindlni muskularni atrofie, metabolické poruchy (napft.
fenylketonurie), dale neurofibromatéza, Marfanliv syndrom, syndrom fragilniho X
chromosomu, Huntingtonova choroba a dalsi. Metoda také umoziuje vyloucit riziko rakoviny
prsu nebo vajecnikii. PGT-M je také mozné vyuzit v ptipadech, kde se vyskytuje onemocnéni,
které je mozné 1écit transplantaci kmenovych bun¢k. PGT-M je vybrano embryo, ze kterého
muze vyrast jedinec (sourozenec) s kmenovymi buitkami vhodnymi k transplantaci, tedy
geneticky zdravy se stejnou kombinaci HLA alel [91-95].

Nejspolehlivéjsi metodou pro PGT-M je “karyomapping®. Metodou ,.karyomapping*
se vySetfi chromosomy obou rodi¢li a zarovei 1 referenéniho vzorku na zhruba 300 tisicich
ruznych mistech. Tim se spolehlivé ur¢i tzv. ,,DNA profil“ chromosomu s mutovanym
genem. Poté se vySetii vSechna embrya tak, aby bylo mozné spolehlivé vyloucit ta, ktera
obsahuji mutovany gen. K detekci pfenosu konkrétnich genetickych onemocnéni se miize
pouzit polymerazova tetézova reakce (PCR). Je to molekuldrné biologickd metoda, jejimz
principem je rychlé a snadné zmnoZeni vybraného tseku DNA. Hodi se pro vSechny zndmé
monogenni genetické choroby. Pokud existuji dal§i indikace ze strany lékafe, mliZze se na

zdravych embryich dale provadét screening metodou NGS [83, 96, 97].

7.3 Preimplantacni genetické testovani strukturnich chromosomovych vad

PGT-SR je indikovano pro pary, kde je u jednoho ¢i obou partnerti prokdzano
nosicstvi balancované translokace (pfi vyméné¢ dvou odlomenych segmentd dvou
chromosomil je zachovano stejné mnozstvi genetické informace v buiice) nebo jiné strukturni
piestavby chromosomiti. Ackoli vétSina nosicli balancovanych translokaci je zdravych, je u
nich vyssi riziko produkce embryi s nespravnym mnozstvim genetického materidlu, znadmé
jako nebalancovand forma translokace. Dospéli jedinci Casto zjisti, ze jsou nositelé této vady
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pouze tehdy, kdyz maji problémy mit vlastni potomky nebo se u nich objevuji potize v
pribéhu samotného téhotenstvi [98, 99].

V soucasné dob¢ se provadi PGT-SR metodou NGS nebo metodou fluorescencni in
situ hybridizace (FISH). Prvni krok je pro obé metody stejny. Musi se provést biopsie bunck
z embrya, kter¢ je ve stadiu Sté€peni (3. den po inseminaci) nebo ve fazi blastocysty (5. - 6. den
po inseminaci). Metoda NGS umoziuje zkoumat nebalancované formy translokace vétsiho
rozsahu. Pfrednosti pouziti metody NGS je to, ze s uréenim translokace lze soucasné provést
také PGT-A. Metoda FISH naopak zkouma nebalancované formy translokace v mensSim

rozsahu, ve kterém nelze pouzit metodu NGS [100, 101].
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8 ASISTOVANY HATCHING

Lidské vajicko a rané embryo je obklopeno glykoproteinovym obalem (zona
pellucida; ZP), ktery ma predevsim ochrannou funkci. Brani priniku infekce do vajicka a drzi
délici se bunky v kompaktnim stavu. V dobé¢, kdy vajicko dorazi do délohy, musi tento obal
opustit a uhnizdit se do prokrvené a na té¢hotenstvi pfipravené délozni sliznice. Mnohdy je ale
ZP tak silna, ze sama prasknout nemuize a bunky tak nemohou opustit ochranny obal.
Asistovany ,hatching* (AH) je mikromanipulaéni technika, kterd umoznuje umélé naruseni
této vrstvy a usnadni embryu piichyceni se k délozni sténé. Pravé velmi tuhé obaly vajicek
muzou byt jednou z piicin neplodnosti. Nejvhodnéjsim obdobim pro provedeni AH je 3. den
po oplozeni. Spravné vyvijejici se embryo je v tuto dobu Sestibunééné. Pro AH se zvoli
maximalné 5 embryi, mikroskopicky vykazujici nejlepsi morfologicky vyvoj. Zenam se pied
transferem predepisuji antibiotika, aby se pfedeslo infekci, kterd se snadnéji do nechranéného
vajicka zanese. Technicky se asistovany ,,hatching® provadi n¢kolika rliznymi zptsoby (Obr.
17), mechanicky, chemicky nebo laserem [102, 103].

Mechanicky ,,hatching® se provadi mikromanipulatorem, do kterého se upevni drzici
pipeta o priméru 0,1 mm. Ta umoziuje pfidrzovat vajicko. Men§i manipulacni pipetou o
priméru 0,01 mm se jemné narusi vné&j$i zéna vajicka. Provedeni celého postupu trva
priblizné 5 minut. Je to technika, ktera se zfidka pouziva kvili vysokému riziku poskozeni
embrya.

Laserovy ,hatching® je dnes nejrozsifenéjSi metodou diky jeji vétsi bezpecnosti pfi
vytvareni otvorli v ZP, protoZe je zapotiebi jen n€kolik mikropulzi laseru. V prvnim kroku se
nelaserovym paprskem ozna¢i misto, na které nasledné v druhém kroku smétuje laser.
Paprskoveé okoli je tepelné odstinéno, a proto nedochdzi k poruseni vajicka vysokymi
teplotami. DalSimu moznému poskozeni embrya se da predchézet odstranénim vSech vibraci
v okoli pracovniho mista.

Chemicky ,,hatching® vyuZziva k rozloZzeni glykoproteinového obalu roztok kyseliny sirové
nebo chlorovodikové. V praxi se Casto k degradaci ZP pouziva tzv. Tyrodiv roztok, coz je
roztok obsahujici anorganické soli a glukoézu. Kapka takového roztoku je schopnéd vytvofit
dostatecny otvor ve vaje¢ném obalu. Embryo je poté dikladné promyto mycimi roztoky a
néjakou dobu kultivovano, dokud neni pfipraveno na pienos do dé€lohy. Z diivodu obtizného
odhadnuti mnozstvi chemickych latek se chemické naruSeni vyznacuje niZ§i mirou pfesnosti

[103, 104].
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Mechanicky Chemicky Laserovy
hatching hatching hatching

Obrazek 17 - Zptsoby provedeni asistovaného ,,hatchingu* [upraveno dle 104]

AH je vhodny pro pacientky nad 37 let, protoze tvrdost zona pellucida roste s vékem
zeny, ptfi opakovaném selhani implantace, v rdmci metody ICSI, jelikoz samotny zasah
v podob¢ vpichu jehly transportujici spermii do vajicka neni dostate¢ny pro usnadnéni
uhnizdéni, pro Zeny s vyS$$i bazalni hladinou FSH a pfi pouziti zamraZzenych embryi, které
n¢kdy mohou mit pevnéjsi obalovou vrstvu. Pfi AH muize ¢asto dojit k poranéni, zni¢eni nebo
defektu embrya. AH je také spojen se zvySenym rizikem vniku identickych dvojcat, coz je
pozorovany neZzadouci u¢inky i na matku, a to pfevazn€ u Zen s hyperovulaci. Mezi tyto

ucinky patfi zmény nélad, krvéaceni, infekce a abnorméalni zvySeni tlaku [103].
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9 EMBRYOTRANSFER

ZaveéreCnym a nejdilezitéjSim krokem umélého oplodnéni je vloZeni embrya do
délohy. Embryotransfer (ET) je zakrok, pfi kterém se jemnym katetrem zavede perspektivni
embryo pies délozni hrdlo do d€lohy (Obr. 18). Embryotransfer se provadi v gynekologické
poloze. Vykon je provadén pod ultrazvukovou kontrolou abdominalni sondou. Embrya se
prenasi v kapce kultivacniho média v mnozstvi asi 5 ml. Pfi zavadéni kanyly je optimalni
vlozit jeji volny konec do vzdalenosti asi 1,5 - 2 cm od fundu délozniho a vyhnout se tak
pfipadnému poranéni endometria a naslednému krvaceni do dutiny délozni. Krvéaceni by
vedlo k obaleni embrya koagulem a zabranilo by Uspé$né nidaci embrya. Postup je obvykle
bezbolestny, i kdyz u nékterych zen dochazi k mirnym kiecim. Anestezie Casto neni nutna,
pfesto lze pouzit sedativum. Po tomto zdkroku pacientka obvykle zistdva v zotavovaci
mistnosti spocivajici na zadech a je propusSténa 4-6 hodin po zdkroku. Samotnd rizika pfi
pfenosu embryi jsou pro Zeny velmi nizkd. Mezi nejcastéj$i komplikace patii krvaceni nebo
infekce, pfipadné nevolnost spojend s pouzitim anestezie. Riziko potratu je pfiblizné stejné
velké jako pfi ptirozeném poceti [23, 25, 105-109].

V ptirozeném cyklu se embryo do délozni dutiny dostava nejdiive 5. den jeho vyvoje,
tzn. ve stddiu blastocysty. V procesu umélého oplodnéni by tomu nemélo byt jinak.
Nejvhodnéjsi stadium embrya pro transfer je 5. az 6. den od oplozeni vajicek spermiemi. V
tento den je mozné bud’to embryo vlozit do délohy, tzv. Cerstvy transfer, anebo embrya
zamrazit, napf. pokud endometrium neni pfipraveno pfijmout embrya, a zavést je do délohy
az v nasledujicim cyklu, tzv. kryoembryotransfer. Transfer embrya pozdéji nez 6. den od
oplozeni nelze, protoze endometrium jiz neni schopno embryo piijmout. Pfi embryotransferu
je vhodné zavadét pouze jedno embryo v nejvyssi kvalité. Pravdépodobnost oté¢hotnéni se
nezvysuje s vysSim poctem embryi zavedenych najednou pii jednom transferu, naopak se
zvySuje pravdépodobnost vicecetného téhotenstvi. Teoreticky je mozné, Ze by pacientka po
transferu 2 embryi mohla ¢ekat i1 ctyicata. Vice€etna t€hotenstvi byvaji asto rizikova [107].

Ptenos jednoho embrya I¢kaii oznacuji jako elektivni pfenos jednoho embrya (eSET),
ktery sniZzuje pravdépodobnost mnohocetného téhotenstvi, ale v nékterych ptipadech je také
sniZzena Sance na otéhotnéni. Faktory ovliviiujici uspésnost eSET zahrnuji v€k Zeny, kvalitu
kultivovanych embryi, pocet kultivovanych embryi, pocet netspéSnych IVF cykli v
anamnéze a kvalitni program kryokonzervace nadpocetnych embryi [110, 111].

Hlavnim Iékem, ktery zena nadale po pfenosu embryi uziva je progesteron. Jeho

doplitkové uzivani pomuize nejen podpofit lutedlni fazi a zvysSit tak Sanci na implantaci
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vajicka do d¢€lohy, ale je také nezbytny pro udrzeni t€¢hotenstvi. Doba podavani progesteronu
je v rozmezi 1-2 tydnt [25, 108].

Embrya se do délozni sliznice implantuji obvykle v nasledujicich 24-48 hodinach po
embryotransferu. Pfiblizné€ 8. den po embryotransferu je produkovano detekovatelné mnozstvi
hCG v krvi. Hladiny tohoto hormonu se pouzivaji pro potvrzeni gravidity. Doporuceni pro
provedeni té¢hotenského testu je minimalné dva tydny po provedeni embryotransferu [112,

113].

Embryo

=

Katetr

Obrazek 18 - Zavedeni embrya do d¢lohy katetrem [upraveno dle 114]

V ptipadé ptirozené¢ho cyklu se délka te€hotenstvi nepocitd dle data, kdy doslo k
oplozeni vajicka, ale vzdy od prvniho dne posledni menstruace. Tento postup je zachovam i u

cyklll AR, ptestoze je presn¢ zndma doba, kdy doslo k oplozeni [112].
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10 KRYOKONZERVACE A VITRIFIKACE

Kryokonzervace a vitrifikace jsou techniky vyuzivané k zamrazeni biologického
materialu pouzivaného pii IVF. Kryokonzervace se voli k uchovani spermii. Pro zmrazeni
vajicek a embryi se vyuziva technika vitrifikace. Hlavni rozdil mezi kryokonzervaci a
vitrifikaci je v rychlosti mrazeni buiikky. Béhem kryokonzervace dochdzi ke zmrazeni bunck
rychlosti ptiblizn€ 0,3 °C za minutu. U vitrifikace dochazi ke skokovému zmrazovani, fadové
200 °C/s. Reprodukéni buiiky se zamrazuji na teplotu -196°C [115-118].

Kritickym zlomem v procesu kryokonzervace je zmrazovani a zpétné rozmrazovani.
Pii ochlazovani roztoku soli nejprve vymrzéd Cistd voda jako Cisty led a aZ po dosazeni
eutektika vymrza tato smés jako celek. Dochazi k zvySovani koncentrace soli, méni se
osmoticky tlak a mize dojit také k precipitaci proteinti. Bunice hrozi i mechanické poskozeni
zapfi¢inéné zménou objemu, ktery ma led vétsi nez voda. Zamezit vzniku poSkozeni buniky
lze provedenim vitrifikace, jako zplisobu zmrazovani, pti kterém voda tuhne jako podchlazena
kapalina ve sklovité¢ form& misto krystalii, pfidanim kryoprotektiv, které chrani biologicky
materidlu pfed ucinky nizkych teplot, napt. dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, sachardza,
propandiol, proteiny, nebo velmi pomalym zmrazovanim (0,005-0,1 °C/s), aby voda mohla
vymrzat mimo buiiky [118].

Zmrazovani se provadi v tenkych trubickach nazyvanych pejety (Obr. 19) s primérem
1-2 mm a délkou 100 az 120 mm. Jejich maly primér umoZznuje snadny piestup tepla pfi
rozmrazovani a zmrazovani a jejich tvar je vhodny pro manipulaci, oznaceni a skladovani.
Pejety se umistuji do kryokontejneru (Obr. 20) naplnéného kapalnym dusikem. Pouziti
kapalného dusiku zajiStuje konstantni teplotu pejet, -196 °C. Kapalny dusik se musi
pravidelné jednou za tyden do kryokontejneru doplnovat, protoze uvoliiovani tepla sténami

nadoby vede k jeho odpatovani [30].

10.1 Kryokonzervace embryi

Kryokonzervace embryi je neoddélitelnou soucasti asistované reprodukce a provadi se
v ochranném roztoku se sacharézou a propandiolem nebo DMSO. Pouziva se tehdy, kdyz je k
dispozici nadpocet embryi, ktera nebyla zavedend do délohy v daném cyklu. Déle v ptipadech
vys§iho rizika ovaridlniho hyperstimulaéniho syndromu ¢i nevhodnych podminkach pro
transfer, napf. pfi nizké sliznici dé€lozni, patologickém nalezu na reprodukcnich orgéanech,
apod.. Mrazit lze jen dobfe vyvinutd embrya, kterd jsou zmraZena po 1, 2 eventudlné 3

kusech. Uspé&Snost transferu zamrazenych a posléze rozmrazenych embryi byva pii uziti

41



vitrifikace témét totoznd jako u ptrenosu Cerstvych embryi, a to zejména z toho diivodu, ze
V piipadé, ze se zené nepodaii ot€¢hotnét v cyklu, ve kterém byla embrya zmraZena, nechavaji
se embrya skladovat 1 rok ode dne zamrazeni. Pii dosaZeni t€hotenstvi ukoneného porodem,
je délka skladovani embryi prodlouzena na 2 roky. Po uplynuti této doby je skladovani
zmrazenych embryi ukonceno. Hlavni vyhoda vitrifikace embryi spo¢iva v moznosti dalsiho
embryotransferu bez nutnosti Zeny znovu podstupovat hormonalni stimulaci vaje¢nikti a dalsi

odbér vajidek [30, 119-121].

10.2 Kryokonzervace vajicek

Kryokonzervace vajicek vitrifikaci je béznou soucasti 1écby neplodnosti. Vitrifikace
nabizi zachovani plodnosti u Zen s rizikem ztraty plodnosti v disledku onkologického osetieni
nebo v piipade hroziciho selhavani vajec¢niki. Je také vhodna v pfipadé neoCekavané absence
partnerovych spermii v 1écebném cyklu IVF. Kryokonzervace vajicek se provadi v ochranném

roztoku, jehoz hlavnimi slozkami jsou propandiol a sacharoza [30, 122, 123].

10.3 Kryokonzervace spermii

Kryokonzervace spermii se provadi v roztoku s obsahem glycerolu a je indikovéana pro
ucely darovani buné€k, pfed onkologickou ¢i cytostatickou léCbou, pro ucely pozdéjsiho
pouziti a v pfipad¢, ze hrozi riziko snizeni kvality nebo poctu zarode¢nych bunck. Kvalita
kryokonzervovanych spermii je pln€ srovnatelnd s kvalitou spermii Cerstvych. Je nutné, aby
muz zadajici zamrazeni spermatu mél v den odbéru spermatu vysledky serologickych

vySetienich. Provadi se vysetfeni na HIV, hepatitidu B a C a syfilis [120, 124, 125].

AL LA
s 6 7

Obrazek 19 - Kryopejeta [30]
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Obrazek 20 - UloZeni pejet v kryokontejneru s kapalnym dusikem [30, 126]
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11 RIZIKA IN VITRO FERTILIZACE

IVF se povazuje za pomérn¢ bezpecnou metodou asistované reprodukce. Pokud
téhotenstvi po IVF vede k narozeni zivého ditéte, které je schopné prezit mimo télo matky,
probéhl IVF cyklus uspésné. V nékterych piipadech vSak muze byt 1écba doprovazena
nezadoucimi ucCinky a riziky. Mezi nejcastéjsi komplikace spojené s IVF patii samotné
selhani 1éCby, problémy v dasledku stimulace vajecnikli, mnohocetné téhotenstvi, rizika

spojena s odbérem vajicek a mimodélozni téhotenstvi.

11.1 Selhani lécby

Za hlavni divod netspéchu ptfi 1écbé neplodnosti IVF se povazuje Spatna kvalita
embryi. Mnoho embryi neni schopno se po pfenosu do délohy implantovat, protoze jsou
néjakym zpisobem vadnd. Dokonce i1 embrya, kterd jsou pozitivné hodnocena v laboratofi a
doporucena pro transfer mohou mit vady, které zapficini jejich zanik misto ptedpokladaného

rastu [127].

11.2 Ovarialni hyperstimula¢ni syndrom

Léky pouzivané pro stimulaci vajecnikli maji u nékterych zen mirné vedlejsi tcinky,
véetné otoku a bolesti v misté vpichu, bolesti hlavy, Zalude¢ni nevolnost a vykyvy nalad.
Nadmérna reakce na uzivani 1€k, pfi aplikaci injekce s gonadotropiny pouZivanych k ristu
vajicek, je ovarialni hyperstimuladni syndrom (OHSS). Zeny s OHSS maji velké mnoZstvi
rostoucich folikuld spolu s vysokou hladinou estradiolu. To vede k uniku tekutiny do bficha,
coz muze zpisobit nadymani, nevolnost a otoky bficha. Syndrom ma Siroké spektrum
klinickych projevii, od mirného onemocnéni vyzadujici pouze peclivé pozorovani az po
zavazné onemocnéni vyzadujici hospitalizaci a intenzivni péci. OHSS lze klasifikovat jako
mirné, sttedni nebo zavazné. Ve vSech ptipadech OHSS jsou zvétSeny vajecniky. Pokud jsou
pfitomny symptomy, mize byt provedena ultrazvukova kontrola k méfeni velikosti vaje¢nikti
a mnozstvi nahromadéné tekutiny (Obr. 21). Standardni gynekologické vySetfeni neni obecné
doporucovano, protoze vajecniky jsou zvétSené a pfitomné ovaridlni cysty by mohly pod
tlakem prasknout. Riziko OHSS muze byt sniZeno pouzitim nizsich davek gonadotropind.
Zenam se mohou podavat 1éky na nevolnost. Pokud je stav akutni a v bfiSe se nachazi
tekutina, je nejrychlejSim feSenim paracentéza, to znamend vypusSténi tekutiny z bficha

vpichem vedeném pies bfisni sténu [128].
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Obrazek 21 - Hyperstimulovany vaje¢nik po terapii gonadotropiny [129]

11.3 Komplikace pri odbéru vajicek

Ve vzéacnych ptipadech miize dojit pfi odbéru vajicek k nadmérnému krvaceni z
vajecnikli nebo poskozeni orgdnt v blizkosti vajecnikil, jako je mocovy méchyt, stieva nebo
krevni cévy. Pokud je poranéni zivazné, miize byt zapotiebi krevni transfize nebo
chirurgicky zékrok k napravé poskozeni. DalSim rizikem je panevni infekce. Opét je to velmi
vzacne, ale u Zen, které¢ diive podstoupily panevni infekce, je riziko této komplikace véEtsi

[130].

11.4 Vicecetné téhotenstvi

Mnohocetné téhotenstvi je castou komplikaci IVF programu, pokud se do délohy
zavadi vice neZ jedno embryo. PiestoZze se d4 do zna¢né miry pfedchazet tomuto stavu
pfenosem pouze jednoho embrya, pocet viceCetnych téhotenstvi po IVF zlstava vysoky.
Takové téhotenstvi neni pro Zenu pfirozené a je provazeno vetsim mnozstvim komplikaci,
kter¢ mohou postihnout jak matku, tak plod. Komplikace vedou ke gravidité¢ s rizikem

pted¢asného porodu, rozvoji té¢hotenské cukrovky ¢i zvySenému krevnimu tlaku [131].

11.5 Mimodé€loZni téhotenstvi

Mimodé&lozni tehotenstvi je hlavni pfi¢inou matetské morbidity a mortality béhem
prvniho trimestru a incidence se dramaticky zvysuje technologii asistované reprodukce.
Mimod¢élozni tchotenstvi se vyskytuje piiblizn€ u 1,5-2,1% pacientek podstupujicich
oplodnéni IVF. Ackoli je embryo beéhem ET umisténo do délohy (obvykle 1,8 cm od
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vrcholu), délozni kontrakce mohou embryo pohéanét dale skrz vejcovody. To znamend, ze se
embryo miize pred implantaci jest¢ 12-24 hodin pohybovat. VéEtSina mimodéloznich
té¢hotenstvi je ve vejcovodech, ale k implantaci mtze dojit i na jinych mistech, jako je délozni
Cipek, vajecnik nebo bficho (Obr. 22). Mezi navrhované rizikové faktory mimodé€lozniho
téhotenstvi patfi neplodnost zptisobena tubuldrnim faktorem (nepriichodnosti nebo absenci
vejcovodll), endometriéza, predchozi mimodé¢lozni téhotenstvi, vys$si pocet pienesenych
embryi nebo snizend tloustka endometria. Plod ma mimo délohu extrémné nepiiznivé
podminky pro svij dal§i vyvoj a nefeSené mimod¢lozni t€hotenstvi ma vysoké riziko umrti
matky. Kvuli prakticky nulové pravdépodobnosti zadchrany plodu se pfistupuje k ukoncéeni
téhotenstvi. Plodnost po mimodéloznim t¢hotenstvi zavisi na n¢kolika faktorech, z nichz

nejdilezitéjsi je pfedchozi anamnéza neplodnosti [132-134].

tubarni PR
abdominalni ovarialni
kornualni|

cervikalni

Obrazek 22 - Typy mimodélozniho téhotenstvi podle mista uhnizdéni oplozeného vajicka
[135]
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12 BUDOUCNOST IN VITRO FERTILIZACE

Metoda IVF je celosvétové hojné vyuzivana v 1éEbé neplodnosti, proto existuje
obrovské usili pouzivané techniky neustdle vylepSovat. Kazda alternativa pfirozené

reprodukce vsak vedle nadSeni z pielomového objevu generuje i fadu etickych otazek.

12.1 Transplantace délohy

Transplantace d¢lohy pfedstavuje novou experimentdlni metodu 1éCby zenské
neplodnosti. Jsou k ni indikovany Zeny s déloznim faktorem neplodnosti, mezi které patii
hlavné absence délohy nebo z pohledu té¢hotenstvi jeji nefunkénost. Transplantace délohy, na
rozdil od jakékoli jiné transplantace organti, zahrnuje nejméné Ctyfi strany, pfijemce, darce,
partner piijemce a mozné budouci dité (Obr. 23). Pokud je nutné provést chirurgicky zakrok,
jsou vSichni vystaveni potencidlnim rizikiim. Jedna se o sloZitou proceduru, kterd ma nejen
1ékatské, ale také psychologické dopady. Zeny po transplantaci délohy nemohou otghotndt
pohlavnim stykem, ale musi podstoupit IVF. Transplantace d€lohy vyzaduje, aby zeny
uzivaly léky, které by zabranily odmitnout novy orgén, coz mize mit vazné vedlejsi ucinky,
vcetn€ ucinkd na plod [136-138].

Prvni transplantaci délohy v Ceské republice uskute¢nili 1ékafi z IKEM 30. dubna
2016. Pacientkou byla tficetiletd Zena s vrozenou vadou, kterd ji neumoziovala mit dité, a

darkyni jeji tfiapadesatiletd matka. Ve svété se transplantuji délohy i od mrtvych darkyn. V

prosinci 2017 se po takovém zékroku narodilo v Brazilii pacientce zivé dité [139].

@

Obrazek 23 - Schéma znazoriujici zii€astnéné strany pfi transplantaci délohy [upraveno dle
140]
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12.2 ,,Designer babies*

Ve své nejjednodussi definici je ,,designer babies* embryo, které bylo geneticky
modifikovano nebo genové upraveno kvili poceti ditéte se specifickymi vlastnostmi. V
nekterych piipadech mohou byt odstranény nepfiznivé vlastnosti, jako je genetické
onemocnéni nebo mohou byt naopak pfidany pozitivni vlastnosti, jako je zvySena inteligence
a sila. Existuje vSak mnoho etickych otazek tykajicich se genetickych modifikaci a jejich
ucelt. Védci vidi potencidl nejen v optimalizaci genll pro prevenci nemoci, ale také moznost
si vybrat estetické a osobnostni rysy budouciho ditéte. Na tvorbé geneticky modifikované¢ho
(GM) ditéte se podileji rtizné technologie. Jeden z protokolli zahrnuje preimplantacni
genetickou diagnostiku, po které se zavadi do d€lohy embrya postradajici genetické poruchy.
Posledni novinkou je technologie CRISPR, zndma jako CRISPR-CAS9, kdy jsou ,,designer
babies* vytvofeny Upravou fragmenti DNA. CAS9 je specialni technologie, kterd dokaze
odstranit nebo ptidat urcité typy gentt v molekule DNA. Prevence a 1écba nemoci mé vSak
jinou etickou konotaci nez vybér pohlavi ditéte, volba barvy oci ¢i sportovni nadani. Pokroky
v 1écbé IVF, CRISPR-CAS?9 a cilené upravy genomu umoziuji zabranit pfenosu genetickych
poruch a zvysit tak Sance na porod zdravého potomka. To znamend, Ze v blizké budoucnosti
se muZe stat hlavnim nastrojem pro prevenci nemoci a rakoviny, jako je naptiklad dédi¢nost

mutace genu BRCA [141].

12.3 Mitochondrialni substitu¢ni terapie

Mitochondrie obsahuji genetickou informaci v podobé mitochondrialni DNA, ktera
muze byt mutovana. Mutace se mohou pienaset na budouci generace. Mitochondrialnimi
chorobami jsou zasazeny organy, které potfebuji hodn¢ energie, jako jsou srdce, mozek a
svaly. Technika, kterou mlZeme zabranit pfenosu nékterych mitochondridlnich chorob
z matky na dit€ a které jsou zplisobeny mutacemi mitochondridlni DNA, spoc¢iva ve vyjmuti
jaderné DNA z matCina vajicka a jeji pfeneseni do vajicka darkyné se ,,zdravymi*
mitochondriemi, z né¢hoZ bylo pfedtim odstranéno jadro. Takto upravené vajicko se oplodni
spermii otce a vysledné embryo se vlozi do d€lohy jako pii bézném IVF (Obr. 24). Uvedena
technika se oznacuje jako ptenos komplexu chromosomi z vajicka matky do vajicka darkyné
(MST, z angl. maternal spindle transfer). Tato metoda umoZnila neplodnym parim mit své

biologické déti, prestoze maji svym zpisobem tii rodice [142, 143].
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ZAVER

Porucha plodnosti je jednim z témat, které¢ odrazi podobu soucasnych rodin a ovliviuji
parové souziti. Stale pfibyva part, které nemizou mit déti spontdnni koncepci a potiebu;ji
pomoc Iékait. Snaha potidit si potomka piirozenou cestou bude za nekolik let natolik slozita,
ze se nejcastéjSi metodou poceti stane umélé oplodnéni in vitro fertilizace. V soucasnosti
metodu IVF velmi uspé$n¢ dopliuji tzv. mikromanipulacni techniky, mezi které patii
intracytoplazmatickd injekce spermie, asistovany hatching, kryoembryotransfer a extrakce
spermii z varlete. Asistovana reprodukce se neustale vyviji a zdokonaluje, zarovenn ma své
zaryté zastdnce i odplrce. Nabizi se otdzka, zda skutecné smime provadét vSechno, co
provadét dovedeme. Realisticky to sméfuje k tomu, ze vSe, co je technicky mozné, je i
dovolené. Je také mozné predpokladat rozmach eugeniky s tim, Ze rodice budou chtit détem

ptedat jen takové genetické informace, které budou povazovat za atraktivni.
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